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Laktik asit bakterileri (LAB) disik GC igerigine sahip, Gram pozitif, spor olusturmayan, hareketsiz, fakultatif anaerob,
asidik ortama dayanikli ve gesitli besinleri fermente etme yetenegindeki bakterilerden olusan bir gruptur. Bu grup
genellikle probiyotik ve starter kultir olarak kullanilan bakterileri icerir. “Duzenli araliklarla kimelenmis kisa
palindromik tekrarlar (CRISPR)” ve “CRISPR iligkili Cas proteinleri’"den olusan CRISPR/Cas sisteminin kesfi ile bu
konuda yapilan ¢alismalar hiz kazanmis ve genom diizenlemeleri kolayca yapilmaya baslanmistir. S6z konusu sistem
yardimiyla yapilan genom dizenlemeleri ve sistemin diger genetik mihendisligi yontemleriyle birlestiriimesi, LAB’Iin ve
probiyotiklerin endustri ve klinikte kullanimina yonelik yeni bir ¢idir agacaktir. Bu derleme, CRISPR/Cas sisteminin
genel isleyisi, LAB’ta hangi sistemlerden olustugu, biyoteknoloji ve genetik muhendisligindeki mevcut uygulamalari ile
gelecekteki potansiyel uygulamalari konusunda genis bir bakis agisi saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterileri, CRISPR/Cas sistemi, Biyoteknoloji, Genetik muhendisligi

Utilization of CRISPR/Cas System of Lactic Acid Bacteria in Biotechnology and Genetic
Engineering

ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) are a group of low-GC content, Gram-positive, facultative anaerob, non-motile, non-spore-
forming, acid tolerant bacteria that can ferment various nutrients. This group of bacteria mostly contains starter
cultures and probiotics. Discovery of “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)” and
“CRISPR-related Cas” proteins accelerated studies pertaining to the subject and provided a simplified genom editing
mechanism. Genom editing via CRISPR/Cas system and combination of this system with other genetic tools will
break new ground on industrial and clinical applications of lactic acid bacteria and probiotics. This review aims to
provide an insight on how CRISPR/Cas system works, which types of CRISPR/Cas system lactic acid bacteria and
probiotics contain, how it is applied to biotechnology and genetic engineering as well as the future potential
applications.

Keywords: Lactic acid bacteria, CRISPR/Cas system, Biotechnology, Genetic engineering

GIiRIS biri olan, dizenli araliklarla bolinmus kisa palindromik

tekrarlar (CRISPR) ve CRISPR ile iligkili sistem (Cas)
Bakteriler ve arkealar, virlis ve plazmid istilalarina karsi proteinleri (kisaca CRISPR/Cas Sistemi) DNA ya da
pek ¢ok direng mekanizmasi gelistirmislerdir. Bunlardan RNA’y1 keserek fajlara ve diger hareketli genetik
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elementlere (MGEs) karsl koruma saglarlar. Bu sistem,
insanda yasayan kommensal ve patojen bakterilerden,
toprak ve gidalarda bulunan bakterilere kadar farkl
ekolojik  cevrelerde bulunan mikroorganizmalarda
mevcuttur [1]. Bu teknoloji ilk kez 1987°'de E. coli'de
tespit edilmis, ancak Streptococcus thermophilus
bakterisinde fajlara karsi olusturulan adaptif bagisiklik
sisteminin temel bileseni oldugu gdsterilerek biraz daha
aydinlatiimistir [2,3]. Bakterilerin kendilerini korumak igin
gelistirdikleri  CRISPR/Cas  mekanizmasi cesitli
arastirmalarda gen  ekleme-cikarma,  epigenetik
yaklasimlar, hastalik modelleri gibi genomda kolayca
dizenleme yapmayi saglayacak bir yaklasim olarak
biyoteknoloji c¢alismalarinda kullaniimaya baslanmistir

[4].

Laktik asit bakterileri (LAB), Firmicutes ve Actinobacteria

filumlar igerisinde yer almaktadir [5]. Firmicutes
fiumundaki LAB, Aerococcus, Alloiococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,

Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Symbiobacterium, Tetragenococcus,
Vagococcus ve Weissella genuslarini igerirken,
Actinobacteria filumu ise LAB’tan Atopobium ve
Bifidobacterium genuslarini igermektedir [5-7]. LAB
disik GC igerigine sahip, Gram-pozitif, spor
olusturmayan, hareketsiz, fakiltatif anaerob ve asite
dayanikli, basil ve kok morfolojisindeki bakterilerden
olusan bir gruptur [5,8,9]. Bu bakteriler solunum yollari,
gastrointestinal sistem, agiz boslugu, vajinal bosluk gibi
cesitli habitatlarda, ayrica sut Urunleri, et ve sebze gibi
ortamlarda bulunabilirler [5]. LAB’In baz tirleri
endUstride starter kultlr olarak kullaniimakta, bazilari ise
probiyotik  6zellik gostermektedir. Dolayisiyla, bu
mikroorganizma gruplari stt Grlnleri, fermente gidalar
ve gastrointestinal sistem gibi ortamlarda fajlara veya
yabanci DNA’ya maruz kalmalari nedeniyle dogal olarak
CRISPR/Cas sistemine sahiptirler. Lactobacillus cinsinin
%62.9'u, Bfidobacterium cinsinin %77’si ve
Streptococcus thermophilus tiri %100 oraninda
CRISPR/Cas sistemini igermektedir [2,10]

Genetik olarak modifiye edilmis probiyotik ve LAB'I
olusturmak, probiyotik besinler yoluyla asi uygulamasina
yonelik potansiyellerini arttirmak, endustride starter
kiltir ozelliklerinin iyilestiriimesi, konagin bagisiklik
cevabinin  duzenlemesi gibi amaglarla genetik
muihendisligi  yontemleri CRISPR/Cas sistemi ile
birlestirilerek c¢alismalar yapilmaktadir. CRISPR/Cas
sistemi bunlarin yani sira, LAB’In gastrointestinal
sistemden geciste yasam sansini arttirmak, konakgida
kolonizasyon, asit ve safra dayaniklihgr ve
sindirilemeyen oligosakkaritlerin  katabolizmasi  gibi
probiyotik 6zelliklerin guiglendiriimesine yardimci olabilir
[10]. Bu derleme CRISPR/Cas sisteminin genel isleyisi,
LAB’'ta ve probiyotik bakterilerde simdiye kadar
aydinlatiimis mekanizmalari ayrica biyoteknoloji, genetik
muhendisligi ve endulstrideki potansiyel uygulamalari
Uzerine bir bakis agisi sunacaktir.

CRISPR/Cas SISTEMI

CRISPR/Cas sistemi bakterilerin %45‘inde bulunurken,
LAB’In %63 Gnde bulunmaktadir. LAB’ larda bu sistemin
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¢ok olmasinin sebebi, muhtemelen fajlara ve mobil
genetik elementlere ¢ok fazla maruz kalmalandir
[11,12]. Bu sistem sayesinde yabanci DNA'ya ait ufak
DNA pargaciklari CRISPR lokusundaki CRISPR
tekrarlar arasina katiir. CRISPR lokuslari genetik
pozisyonu, tekrar sekanslari ve Cas genlerine gore
CRISPR1, CRISPR2, CRISPR3 ve CRISPR4 olarak
siniflandirilirlar [13]. CRISPR/Cas sistemi neredeyse her
bakteride degisiklik gdsterebilir ancak bir CRISPR
lokusu temel olarak su kisimlardan olusur (Sekil 1):

Tekrar Dizileri (DR): Bu diziler tirler arasinda
degisiklik gosterebilen ve RNA sag tokasi (hairpin loop)
yapisinin olusumuna katkida bulunan dizilerdir. Bu
dizilerin arasina aralik (spacer) dizileri girer. 20-38 nt.’lik
genellikle palindromik dizilerden olugurlar ve bir
genomda ~600 tekrara kadar bulunabilirler [9, 14, 15] .

Aralik (spacer) DNA Bolgeleri: Bakterileri enfekte
eden faj ya da plazmit tarzi istilacilardan kazaniimig
bagisiklik olusturulmasi amaciyla alinan dizilerdir. Bu
diziler PAM sekanslarina bitisik olarak bulunurlar [14,
16].

Lider dizisi: Lider dizisi transkripsiyonun baslama
noktasidir. Acik okuma cercevesi icermez ve
korunmamistir [14, 16].

Cas Genleri: CRISPR dizisine yakin yerde bulunurlar
ve Cas proteinlerini kodlarlar. Bu proteinlerin 6zelligi
endonukleaz, ekzonukleaz, helikaz aktivitesi
gostermeleridir. Cas proteinleri dort fonksiyonel gruba
ayrilmaktadir [17];

a) Yeni immun markerlarinin alimini ve kromozoma
entegrasyonu icin rekombinaz ve nlkleaz aktivitesi
gosteren proteinler. Orn; Cas1 ve Cas?2

b) CRISPR RNAlari igslemek igin riboniikleazlar

c) Kaskat, Cas9, Cmr ve Csm igeren crRNP
kompleksine katilan proteinler
d) Yabanci hareketli mobil genetik elementlerin

parcalanmasi igin Cas3, Cas9 gibi niikleazlar

Son siniflandirmaya goére CRISPR/Cas sistemi, 2 sinif
(Class 1 ve Class 2), 6 Tip (I-VI) ve 33 alt tipten
olusmaktadir [18]. Bu sinif ayinmi Cas genleri
kompozisyonu, gen sinteni ve tekrar dizileri, DNA/RNA
parcalanmasindan sorumlu crRNA-efektdr kompleksine
gore yapilmaktadir (Kaskat, Csm veya Cmr) [2, 16, 19].
Sinif 1 CRISPR-Cas sistemi, coklu protein efektor
kompleksi icerir ve 6-10 arasi Cas proteini, buylik bir
kaskat ya da Cmr kompleksi ile beraber hareket eder.
Sinif 2 CRISPR-Cas sistemi ise tekil protein efektor
kompleksinden olusur ve Cas9, Cas12 veya Cas 13 gibi
proteinleri igerir [16, 20]. Tip 1, 3 ve 4, Sinif 1 CRISPR-
Cas sisteminde yer alirken, Tip 2, 5 ve 6 Sinif 2
CRISPR-Cas sisteminde yer almaktadir.

CRISPR/Cas sisteminde Tip 1, Tip 2 ve Tip 5 de DNA
hedeflenirken, Tip 6 da RNA, Tip 3’ de ise hem RNA
hem de DNA hedeflenmektedir. Tip 4 ise henilz
deneysel olarak aydinlatiimamistir [21]. Bu kadar ¢ok
cesitli tipte CRISPR/Cas sistemi olmasina ragmen, s6z
konusu sistem temel olarak su slreglerden olusur [2, 15,
16, 18, 22]:
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CRISPR Operonu

CRISPR arrayi

Tip 1 CRISPR/Cas Sistemi

tekrar spacer

=P COEDCECRCRCI R~ ]

CRISPR Kaskat Kompleksi

" Tip2 CRISPR/Cas Sistemi tekrar spacer
EERE o [ oo [on oo Dogmmm
¢ Tip3 CRISPR/Cas Sistemi tekrar spacer
Cevto ] e Lo Lons [eomt Loms Lome [ oo Log
Sekil 1. Tip 1, Tip 2, Tip 3 CRISPR/Cas lokus ve array sistemi [13]
Adaptasyon: etmek istemesidir. Adaptasyon stirecine Cas1 ve Cas2

CRISPR/Cas sisteminde ilk basamak adaptasyondur.

Adaptasyon sureci kabaca iki adimdan olusur:

a) Istilaci DNA’sindan protospacer (protoaralik)
sekansinin segimi

b) Protospacer sekansinin CRISPR dizisine katilimi.

Protospacer ifadesi, yabanci DNA’da bulunan ve
spacer-repeat-spacer  (aralik-tekrar-aralik)  dizisine
henlz katilmamis hedef DNA'yl ifade eder. Bu dizi
spacer-repeat-spacer dizisine katildiginda artik spacer
olarak ifade edilir [1, 2]. Yeni spacer sekans aliminin
sebebi organizmanin otoimmiiniteyi engellemek igin
kendinden olan ve kendinden olmayan DNA'yi ayirt

kompleksi aracilik eder [2] (Sekil 2).

Tip 1 ve Tip 2 sisteminde spacer alimi, PAM dizisi ile
gergeklesir. PAM dizisi protospacera bitisik 2-4
nikleotidlik bir settir ve hedef DNA’nin taninmasini
saglar. PAM sekansi turden tlre degisiklik gosterebilir
ama baz Lactobacillus tirlerinde su sekilde oldugu
tahmin edilmektedir; L. casei; 5-tGAAAA-3, L.
rhamnosus; 5-aGAAA-3’, L. gasseri; 5-cTAACc-3, L.
jensenii; 5’-tGGc-3’, L. pentosus; 5-gTTAAT-3’ [16]. Tip
3 ise PAM igermeyen bir mekanizma kullanmaktadir.
Spacer dizilerinin tekrarlar arasina katilmasinda DNA
tamir mekanizmasi rol oynamaktadir [2].

Faj va da plazmid DNA's:

PAM
s
P ‘ casl, cas2
Z
=
k3
-
Cas operonu lider spacerl spacer2 spacerd
|4 e —
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@
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Kaskat crRNA '
2 erRNA
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E Csm/Cas10
E '
B g 9 def
cas ——— e ——  Hede
Hedef oommSiopmmml IDS; Hedef DNi
DA “!3 5 DNA veya RNA

Sekil 2. Tip 1, Tip 2, Tip 3 CRISPR/Cas Sistemi [2]
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Ekspresyon/Biyogenez Basamagi:

Ekspresyon basamagi 3 kisimdan olusur:

a) Cas geni ve CRISPR ekspresyonunun diizenlenmesi
b) Cas kompleksi olugsumu
C) pre-crRNA
olgunlagmasi

(6ncul/olgunlagsmamis-crRNA)

Ekspresyon basamaginin ilk agsamasinda spacer-repeat-
spacer dizisinin crRNA’lara (pre-crRNA) transkripsiyonu
gerceklesir. Pre-crRNA transkripsiyonu lider sekansi
icerisinde bulunan Pcrispr promotoru ile yonlendirilir.
Daha sonra islenerek olgunlastirilan crRNA’lar crRNA-
efektér  kompleksine  katilir.  Kaskat = kompleksi
proteinlerini kodlayan genlerin (CasABCDE)
transkripsiyonu ise, cas genleri upstream bdlgesinde yer
alan ve polisistronik transkript (Kaskat: Csel, Cse2,
Cas7, Casb ve Cas6e) olusturan Pcas promotoru
tarafindan yonlendirilir. Ayrica, CRISPR/Cas
promotorlarinin susturulmasinda H-NS DNA baglanma
proteininin  yer aldigi gosterimistir [2]. Tip 2
CRISPR/Cas  sisteminde  pre-crRNA,  tracrRNA
yardimiyla islenir ve igerdigi sekans pre-crRNA'ya
komplementerdir. Cas9, tanima (REC) lobu sayesinde
crRNA: tracrRNA kompleksini taniyarak baglanir. Bu
asamada RNaz |l bu kompleksi tekrar-antitekrar
bolgesinden  keserek  bireysel = crRNA-tracrRNA
birimlerine donustirir [3]. Cas9, crRNA: tracrRNA
kompleksine bagh kalarak Tip 2 crRNA efektor
kompleksi olusturur (Sekil 2).

CRISPR interferansi:

CRISPR interferansi ¢ok basamakli bir islemdir. crRNA’
nin Cas proteinleri ile bir denetleme kompleksi olusturup
onu istilaci nukleik asitlerde ki PAM ve protospacer
cekirdek sekansina yonlendirmesiyle baslar.
Protospacer genelde bir dsDNA iken, Tip 3-B sisteminde
ssRNA’ dir. Tip 2 ve Tip 3-B sisteminde hedef sekansin
kesilmesi Cas/crRNA ribonlkleoprotein  kompleksi
aracihdir, buna karsin Tip 1 ve Tip 3-A sistemi Cas
nukleaza ihtiya¢g vardir. Tip 1 sisteminde denetleme
kompleksi dsDNA’ya baglanir ve kesim gerceklesir. Tip
2 sisteminde, Cas9/crRNA/tracr RNA kompleksi hedefe
baglanir ve kesim gergeklesir. Tip 3-A sisteminde,
Csm/crRNA kompleksi ve Csm6 proteini dsDNA'ya
baglanir ve kesim gercgeklesir. Tip 3-B sisteminde ise,
Cmr/crRNA kompleksi komplementer RNA’ yi1 keser
(Sekil 2).

Tip 1 CRISPR/Cas sistemi

Tip 1 CRISPR/Cas sistemi, I-A ile |-G arasinda 7 alt tipi
icerir [9]. Tip 1 molekiler mekanizmasina Kaskat
(CRISPR associated complex for antiviral defense
cascade) kompleksi ve Histidin/Aspartat (HD) domaini
iceren bir Cas3 nikleaz eslik eder [2, 15] Cas3, Tip 1’in
imza proteinidir ve alt tip proteini Tipl-A’da Cas8a, Tip1-
B’'de Cas8b, Tip 1-E'de Cas8e seklindedir (Sekil 1a).
Ancak, Tipl-D Cas10d alt tip proteinini icerir [23].
CRISPR dizisinin transkripsiyonu ile olusan oncul
crRNA’lar (pre-CRISPR RNA) tekrar-spesifik
endoribonuikleaz Cas3 ile kesilir ve bu reaksiyon kisa
crRNA’lar olusturur (Sekil 2). Bunlar Kaskat kompleksi
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ile birleserek hedef DNA’'da (virls ya da plazmit) yer
alan komplementer protospacer’t bulmak igin kullanilir.
Cas8, crRNA tarafindan taninan hedef dizinin upstream
kisminda yer alan kisa dizi motifini tanir (PAM). PAM
sekansi olmadan komplementer crRNA’lar hedef DNA'yi
bulamaz. Tip 1-C’de pre-crRNA Cas5 ile kesilir [2].

Son asamada, Kaskat komplesi/hedef DNA olusumu
Cas3 nukleaz aktivitesini tetikler bdylece plazmit ya da
bakteriyofajin hedef DNA’sinda ssDNA kirigi olusturulur

ve parcalanma baslar. Hedef DNA igerisinde bir
“cekirdek dizi (seed sekans)’ tanimlanmistir ve
crRNA/DNA dubleksinin 5" ucundaki ilk 8 bazin

bagisiklik icin kritik oldugu gdsterilmistir. Bu sekansta
meydana gelen mutasyonlarin bakteriyofajlari, E. col’
nin CRISPR immunitesinden korudugu gdsterilmigtir.
Bununla beraber, gekirdek sekansinin 6. nikleotidinde
meydana gelecek herhangi bir mutasyonun bu
immuniteyi etkilemedigi gosterilmistir [15].

Tip 2 CRISPR /Cas sistemi

immiinite fonksiyonlarini gergeklestirmek igin Cas9 imza
proteini, Csn2 (Tip 2-A’da) (Sekil 1b) veya Cas4 (Tip 2-
B’de) alt tip proteinleri, spacer dizisi, PAM dizisi, hedef
DNA’'ya komplementer 17-20 nukleotidlik crRNA ve
tracrRNA (trans-aktivate edici crRNA)dan olusan
sgRNA’ya (tek-rehber RNA) ihtiya¢ duyar [23]. PAM
dizisi, CasQun PAM-baglanma domaini tarafindan
taninir ve hedef dizinin downstream bolgesinde bulunur.
TracrRNA’ nin iki bdlgesi mevcuttur; i) Cas9 ile
birlesmesine aracilik eden sekonder yapi olusturan
bolge, ii) CRISPR dizisinin tekrar dizisine komplementer
olan bdlge. TracrRNA ve 6ncul-crRNA dsRNA olusturur
ve bu kompleks RNaz Il ile kesilir. Kesim drGnleri,
kiigik crRNA rehberleridir (guide crRNA). Cas9'da iki
nikleaz domaini mevcuttur; RuvC/RNazH ve
McrA/HNH. Bu domainler, istilaci DNA’sinda crRNA
spesifik dsDNA kiriklari olusturur. McrA/HNH, baz
eslesmesi olan ipligi keserken, RuvC/RNazH ayriimis
olan ipligi keser ki, burada bir kit u¢ olusturulur. DNA
hedefinin  taninmasi Cas9'un PAM dizisine
baglanmasiyla baslar, sonrasinda DNA ipligi PAM
dizisinin hemen upstream bolgesinden agilr, r-loop
olusumu ve spacer sekansinin 6-8. bazlari arasina denk
gelen DNA hedefi kesimi gergeklesir [2,15].

Tip 3 CRISPR /Cas sistemi

Tip 3 CRISPR sisteminde 3-A ile 3-F arasinda 6 alt tip
mevcuttur [9]. Casl0 imza proteini, Csm6, Cmr, Csx10
alt tip proteinlerinden olusur [23]. Tekrar spesifik
endoribonuklaz olan Cas6, pre-crRNA’ yi, pre-crRNA
tekrarindaki stem loop yapisinda bulunan bazdan keser.
Tip 3 alt tipine gore (Tip 3-A, Tip 3-B), Cas6 kesimiyle
elde edilen kigik crRNA’lar, Cas 10/Csm veya Cas
10/Cmr kompleksine transfer edilir. Daha sonra, crRNA
bu kompleks igerisinde bir olgunlasma islemine tabi
tutulur. Bu islemde 3' ucu 6 nukleotid aralikla kesilir.
Genel olarak, Tip 3-A sistemi, 9 farkh Cas/csm geni
icermektedir (Sekil 1c). Tip 3-B ise 6 farkh Cas
proteininden (Cmr 1, Casl0, Cmr3, Cmr4, Cmr5 ve
Cmr6) olugsmaktadir. Tip 3 sisteminde, Cas10 kompleksi
endoribonikleaz ve endodeoksiribonikleaz aktivitesi
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gOsterir ve Cas10 palm domaini kalip olmayan DNA
kesiminden sorumludur. Simdiye kadar higbir ¢alismada
Tip 3 sisteminin PAM dizisi ihtiyacina rastlanmamistir [2,
15].

LAKTIK _ASiT BAKTERILERI VE P_ROBiYOTiK
BAKTERILERDE CRISPR/Cas SISTEMI

LAB'ta CRISPR/Cas sisteminin bulunma orani tirden
tire degisiklik gostermektedir. Ornegin; L. reuteri %17,
L. crispatus %96 ve L. delbrueckii %93 oraninda bu

sisteme sahiptir [9]. LAB'ta en c¢ok rastlanan
CRISPR/Cas tipi Tip 2'dir, daha sonra Tip 1 ve ¢ok az
da Tip 3’e rastlanmaktadir [9, 18]. Genel olarak
rastlanan alt tipler ise 2-A, 2-C, 1-F ve 1-E’ dir (Tablo 1)
[24]. 1-E ve 1-F alt tiplerinde genler kiimelenmis ve Tip
1-E’ de CRISPR1 ve CRISPR2, Tip 1-F’de CRISPR3 ve
CRISPR4 olacak sekilde iki tekrar dizisi ile sikica
cevrelenmistir. iki sistemde benzerdir ancak Tip 1-E 8
gen (cas3, csel, cse2, cas7, casb, casbe, casl, cas2),
Tip 1-F 7 gen (casl, cas2—-cas3, csyl, csy2, csy3,
cas6f) icermektedir [21, 25].

Tablo 1: Bazi laktik asit bakterilerinin CRISPR/Cas sistemi tipleri, alt tipleri, spacer sayilari ve tekrar dizileri [24]

- CRISPR/Cas Sistemi  Spacer L

Tar Tipi- Alt tipi Sayisi Tekrar Dizileri (DR) GenBank/RefSeq  Kaynak

Lactobacilus sakei DS4 A, 1IC 26 GCTATTGTTTCCTTCAACATTCGGTTAAGATGAAAT CP025839.1 NCBI/ CRISPRFinder
Lactobacilus buchneri 1A, IF, I-E 25 GTATTCCCCACGTACGTAGGGGTGATCC NC_018610.1 NCBI/ CRISPRFinder
Lactobacillus gasseri I1-A 9 GTTTTAGATGGTTGTTAGATCAATAAGGCTTAGATC CP021427.1 NCBI/ CRISPRFinder
Lactobacilus bulgaricus ~ I-E 40 GTATTCCCCACGCAAGTGGGGGTGATCC NC_008054.1 NCBI/ CRISPRFinder
Lactobacillus acidophilus ~ I-E 32 GGATCACCTCCACATACGTGGAGAAAAT NC_006814.3 NCBI/ CRISPRFinder
Lactobacillus casei I-C, II-A 20 GTTTTCCCCGCACATGCGGGGGTGATCC NC_008526.1 NCBI/ CRISPRFinder
f;:fg;’;ﬁ,fj:s I11-A, 11-C, II-A, I-E 32 GTTTTGGAACCATTCGAAACAACACAGCTCTAAAAC CP006819.1 NCBI/ CRISPRFinder
Pediococcus acidilactici I1-A 33 GTTTCAGAAGGATGTTAAATCAATAAGGTTAAGATC CP015206 NCBI/ CRISPRFinder
Pediococcus pentosaceus  II-A 1 TGACTTCCTGAATCTAACTGTTGAACGCCAC NC_008525.1 NCBI/ CRISPRFinder

BIYOTEKNOLOJI VE GENETIK

MUHENDISLIGINDEKi UYGULAMALARI

Genetik rekombinasyonda kullanilan CRISPR/Cas9
sistemi iki komponentten olustur, gRNA (rehber RNA) ve
Streptococcus pyogenes Cas9 (SpyCas9). gRNA’ lar,
komplementer hedef DNA'ya baglanacak Ozellikte
dizayn edilmistir ve kesim icin 3 NGG PAM sekansi
SpyCas9'a rehberlik ederek, PAM sekansinin 3 baz
yukarisindan kesim yapmasina yardimci olur [26].
Ancak, CasQun bazi bakteri tirlerine toksik oldugu
gorilmastir bu nedenle alternatif olarak Cas12a (Tip 5-
A), Cas9 varyantt ThermoCas9 ve ya C2cl/2/3 de
kullaniimaktadir [6, 26, 27].

CRISPR interferans (CRISPRIi) ve CRISPR aktivasyon
(CRISPRa) ifadeleri, CRISPR ile yapilan gen susturma
ve gen aktivasyonu igin kullaniimaktadir [28, 29]. Cift
iplik kesim aktivitesi engellenmis dCas9 (aktif olmayan
Cas9), tek-rehber RNA (single-guide RNA) sayesinde
hedeflenen genomik bolgelere baglanir, ancak kesim
yapmaz. Bdylece transkripsiyon susturulur ya da aktive
edilir. dCas9, Cas9u kodlayan genin katalitik
rezidulerinde (D10A ve ya H840A) meydana gelen
mutasyonla saglanmaktadir [10, 12, 13].

CRISPR-Cas9 genom modifikasyon yontemi okaryotlar
ve bazi model bakterilerde genis oranda kullaniimasina
ragmen, LAB’ta henlz c¢alismalar baslangig
asamasindadir [9,30]. Gen ekleme ve gikarmayi etkin
sekilde gergeklestirebilecek genetik araglarin azlidi,
LAB'In  biyoteknolojik  uygulamalarina  sinirlama
getirmistir. Bu nedenle, diger genom diizenleme araglari
CRISPR/Cas sistemine entegre edilerek genom
dizenlemede yeni bir tasarim  olusturulmasi
saglanmaktadir [6,31]. Genom dizenleme igin bir
bakteride endojenik CRISPR/Cas sistemi olmasi sart
degildir. Eger endojenik CRISPR/Cas sistemi yoksa,
genetik muihendisligi ile olusturulan ekzojenik formu
(sgRNA: Cas9), genom dizenleme igin gerekli olan

hedeflenen rehber RNA igeren bir plazmite eklenebilir
[10] (Tablo 2). Simdiye kadar, LAB’ta sadece tip 1 ve tip
2 sistemi endojenik CRISPR temelli gen dizenleme igin
kullanilmistir. Ancak, L. salivarus ve L. ruminis tip 3
sistemine sahiptir ve LAB’ta ilk tip 3 sistemi endojenik
CRISPR temelli gen diizenleme araci olusturulabilir.

Cas9 temelli genom diizenleme, L. reuteride ssDNA
rekombinasyonu ile, L. plantarum’da  dsDNA
rekombinasyonu ve plazmid-temelli homolog
rekombinasyon ile, L. lactis’de plazmid-temelli homolog
rekombinasyon ile beraber olusturulmustur [6, 32]. L.
reuteride, hedefe yonelik mutasyon olusturma
uygulamasi yiksek etkinlik oraniyla basariimistir (99-
100%) [6, 33]. CRISPR-Cas sistemi, ssDNA
rekombinasyonu uygulamasini ileriye tasiyarak, wild-
type (mutasyon igermeyen) hicrelerin  6limuanin
gerceklesmesini, dolayisiyla mutantlarin  etkinliginin
artmasini saglamistir. Clinkii Cas9 tarafindan meydana
getirilen DNA kiriklari tamir edilememekte, bu da wild-
type hicrelerin elemine edilmesini kolaylastirmaktadir.
Bu sayede, 1 kb'a yakin delesyon ya da bir kodon
mutagenezi gergeklestirilebilir [6]. Cas9, ayni zamanda
Streptococcus thermophilus ve L. lactis'te buyik
hareketli genetik elementlerin c¢ikariimasi igin de
kullanilimisgtir [13,33]. Streptococcus pyogenes Cas9
(SpyCas9) ise, Mn?* iyonlari variginda DNA'y1 rehber
RNA (sgRNA) olmadan kesebilir [34].

Cas9'da bulunan RuvC ve HNH domainlerinden birisinin
katalitik aktivitesi inhibe edilerek tek iplik DNA kiriklarina
neden olan nikaz mutantlari olusturulabilir (nikaz Cas9n-
D10ACas9) [4, 12]. L. casei’ de bir nikaz varyanti olan
CRISPR-Cas9® % jle nikaz-temeli Cas9 (nCas9)
dizenlemesi olusturulmustur. Bu genetik arag, tek bir
adimda transformasyonu saglayarak tek-gen ¢ikariimasi
ya da eklenmesine olanak saglayan etkin bir arag
olmustur. Genis bir konakgl oranina sahip plazmid
pLCNICK genom dizenleme igin diger Lactobacillus
trlerine adapte edilme potansiyeline sahiptir [31].
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Calismalarda, coklu rehber RNAlar (gRNA) nCas9 ile
rastgele olacak sekilde genoma yollanip, hedeften hig
sapmaya neden olmadan cift iplik kesimi saglanmistir

[9].

Prokaryotlarda, @ CRISPR/Cas sistemi tarafindan
meydana gelen gift iplik kiriklarina yénelik saglam bir
tamir sisteminin olmayisi, bu sistemin antimikrobiyal
ajan olarak kullanilmasina da olanak saglamaktadir.
Diziye 06zgu spesifik yodnlendirme sayesinde bazi
bakterilere karsi 6limcul hasarlar verilebilir. Yapilan bir
calismada, CRISPR antimikrobiyallerinin %99 dizi
benzerligi olan iki E. coli tirinG bile ayirabildigi
goriimastir [2]. Bazi Lactobacillus tirlerinde de
homoloji  yonlendirmeli  tamir  sisteminin  (HDR)
yoklugundan dolayi, bakteriler CRISPR/Cas ile
olusturulan c¢ift ipliklik kiriklarina duyarhdir. Bu nedenle,
faj temelli RecE/T, CRISPR-Cas9 sistemi ile birlestirilmis
ve L. plantarum WCFS1 ve L. brevis ATCC367'de etkili
bir genom dlzenleme araci olusturuimustur. Bu
yontemle, tek gen delesyonu %50-100 arasinda
basariimistir [35].

Lactococcus lactis’ de endojenik CRISPR/Cas sistemi
bulunmamaktadir, ancak ekzojenik Cas9 mihendisligi
basarli bir gsekilde calismaktadir. Bir ¢alismada
olusturulan ve pLABTarget adi verilen Cas9-sgRNA
ekspresyon vektori ile, L. lactissde cas9 hedef
calismalarinin gergeklestiriimesine olanak saglanmistir
[36]. L. lactis ile vyapilan diger bir g¢alismada,
CRISPR/Cas9 yontemi, upp ve galK gen lokuslarinda
nokta mutasyonu olusturmak igin kullaniimis ve % 75'in
Uzerinde basari elde edilmistir [37].

IiLE FILOGENI

CRISPR-Cas SISTEMI

CALISMALARI

CRISPR/Cas sistemi, son zamanlarda LAB’ta suslar
arasindaki filogeni ve karakterizasyon calismalarinda
kullaniimaktadir [38, 39]. Tekrar-aralik-tekrar dizleri ve
Cas genleri kullanilarak CRISPR-temelli tiplendirme
artik tiplendirme ydntemleri arasinda potansiyel olarak
gérilmektedir. Ozellikle endistriyel starter kdltiirlerin,
probiyotik bakterilerin, hayvan kommensali turlerin ve
problematik patojenlerin tiplendiriimesinde kullaniimasi
icin calismalar mevcuttur [2, 14].

CRISPR-Cas SISTEMi ILE PROBIYOTIK VE
ENDUSTRIYEL OZELLIKLERIN GELISTIRILMESI

LAB’In genetik mihendisligindeki uygulamalarinin yani
sira, probiyotik 6zelliklerinin gelistiriimesi, endustride ve
klinikte degisik uygulamalarinin olusturulmasi igin de
yine CRISPR/Cas teknolojisi kullaniimaktadir [33].
Ekzopolisakkarit (EPS) Uzerine yapilan bir galismada,
tek nukleotid mutasyonu gergeklestirmek igin, endojenik
CRISPR/Cas yontemi, hedefe ybdnelik rehber RNA ve
mutasyonu tasiyan donér kalip sekansi iceren bir
plazmid ile bilestirilmis ve farkh bir EPS olusturulmustur.
EPS (zerine bu tarz degisiklikler, fermente Urinin
reolojik ve organoleptik karakterini degistirmektedir [10].
L. gasseride bshA promotor sekansinin
dizenlenmesiyle bshA transkripsiyonu artmig, bdylece

308

bakterinin safra tuzlarini pargalama yetenegi artiriimistir
[10]. Bfidobacterium longum subsp. longum bakterisine
bir karbohidrat hidrolaz eklenmesiyle bakterinin galakto-
oligosakkarit katabolizmasina olanak saglanmistir [40].
Clostridium tyrobutyricum’ da bulunan Tip 1-B sistemi,
¢oklu genom dizenleme amaciyla bir platform gorevi
gorerek, cat1 geninin alkol dehidrogenaz genleriyle yer
degistirmesi neticesinde (adhE1 ve adhE2) kesikli
fermantasyonda n-butanol uretimi basarili bir sekilde
arttinimistir [12].

L. rhamnosus suglarinin  mukozaya
yeteneklerinin kargilastinldig genomik analiz
calismalarina goére, spaCBA gen kimesi adezyon
faktori olarak tanimlanmistir. spaCBA’nin adezyonda
gorev alip almadigini dogrulamak amaciyla, CRISPR-
Cas yontemi spaC'yi ¢ikaracak sekilde dizayn edilebilir
ve adezyon fenotipi azaltilabilir [12].

baglanma

LAB’ta son zamanlarda tanimlanmis olan ve konak-
mikrop  etkilesiminde, bagirsak enflamasyonunun
dizenlenmesinde onemli yeri olan ylzey tabaka
proteinleri de gelecekte CRISPR/Cas genom
mihendisligi igin bir hedef olacaktir. Dolayisiyla,
gelecekte “CRISPRbiyotik” olarak tanimlanan ve
probiyotik Ozellikleri gelistiriimis yeni nesil bakterilerin
olusturulmasi s6z konusudur [9].

CRISPR-Cas SISTEMI ILE ASI GALISMALARI

Gelecek yillarda, Cas 9 nikleaz, sgRNA ve donor DNA
iceren Cas9 plazmidi (pCas9) yardimiyla, mukozal asi
uygulamalarinin  gelistirimesi  ve  agizdan  asl
uygulamasinda probiyotiklerin kullaniimasi
disUndlmektedir. Yontem, laktik asit bakterinde biyo-
terapotiklerin tasinmasi ve probiyotik bakterilerde asi
amagcl antijen ekspresyonu icin basarli bir sekilde
denenmistir [10,20]. Yine benzer bir calismada, agiz
yoluyla asi uygulamasi igin probiyotik ve Okaryotik bir
maya olan Saccharomycess boulardii’nin rekombinant
formu olusturulmustur. Mayada ovalbumin Uretecek
sekilde bir gen degisimi yapilmistir. Bu proteinin
bagirsak bariyerinden kolay gegebilmesi igin C-terminal
ucuna Clostridium  perfringens  enterotoksininden
claudin-hedefleme dizisi eklenerek (CPE), OVA-CPE
(Ovalbumin- C-CPE) fuzyon proteini olusturulmustur.
Yine ura3 oksotrof mutantt maya olusturmak igin
CRISPR/Cas9 sistemi ile gen delesyonu yapilmis ve
olusturulan flzyon protein geni bu rekombinant mayaya
aktariimisgtir. Fare denemeleri sonucunda, serumda IgG
ve IgA seviyesinin kontrol grubuna goére arttig
gOzlenmistir [41].

CRISPR-Cas SISTEMi ILE FAJLARA DIiRENGLI
STARTER KULTUR SUS GELISTIRILMESI

Firmicutes filumu igindeki LAB’larin bazilar starter kultdr
ya da probiyotik olarak kullaniimaktadir [5]. Dolayisiyla,
bu mikroorganizma gruplan fermente gidalar ve
gastrointestinal sistem gibi ortamlarda fajlara veya
yabanci DNA'ya maruz kalmaktadirlar [42]. Ozellikle,
peynir yapim sureglerinde bakteriyofajlarin laktik asit
bakterilerine saldirarak verimi disurdigu bilinmektedir
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[43]. Bu nedenle, genetik muihendisligi ydntemleri
kullanilarak faj-direncli starter kulttrler olusturulmaktadir
[42, 43]. Ancak, gelecekte biyoinformatik araglar ile
spacer (aralik) dizileri analiz edilebilir, suglara 6zgu fajlar
taranabilir endustride veya klinikte fajlara daha dayanikli
starter kulturlerin ya da probiyotik bakterilerin elde
edilmesinde genetik muhendisligi yontemleriyle beraber
kullanilabilir [9]. Genetik modifiye LAB, ayni zamanda
gida UrUnlerinin tekstir ve tat profillerini gelistirmek
amaciyla da kullanilabilir [9].

GENETIGI
GUVENLIGI

DEGISTIRILMIS LAB’LARIN

Gidalara katillan herhangi bir madde saglik agisindan
sorun teskil etmiyorsa "generally recognised as safe"
(GRAS, genellikle glvenli olarak kabul edilen) olarak

tanimlanir ve Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) bu
onaydan sorumludur [27]. Genetidi degistiriimis LAB
suglar, daha stabil, daha verimli ve yuksek canlilik
oranina sahip olabilmesine ragmen, suana kadar
sadece genetigi degistiriimemis LAB’lar FDA onayina
sahiptir [27]. LAB’larin térapétik protein Uretmesi ve asl
olarak kullanilabilmesi bu bakterilerin potansiyellerini
glcglendirmektedir. Ancak, ne kadar efektif olurlarsa
olsunlar, insanlarin genetik modifiye mikroorganizmalari
kabul etme orani dusuktir [27]. CRISPR-Cas9 genetik
miidahale metodu USA’da belli bir seviyede kabul
gérmesine ragmen, Avrupa’da heniz diger genetik
modifikasyon metotlarindan ayirimi  yapilmamisgtir.
Avrupa Birliginde suan kabul gbéren genom
modifikasyon yontemleri dodal metotlar (konjugasyon,
faj transdiiksiyonu veya dogal kompetans) ve rastgele
mutagenez galismalaridir [27].

Tablo 2. LAB’ ta CRISPR/Cas yontemi ile yapilan uygulama &rnekleri

Mikroorganizma Uygulama CRISPR-Cas yontemi Referans
;Soljgzﬁ?ectenum longum subsp. Filogenigalismalan CRISPR/Cas lokus ve arrayi [33, 38]
;Soljgzﬁ?ectenum longum subsp. Karbohidrat metabolizmasinin arttirilmasi Endojenik CRISPR/Cas (I-E) [10]
Lactobacillus gasseri bshA transkripsiyonu arttirma ve safra tuzlannin pargalanmasi Endojenik CRISPR/Cas9(II-C) [10]
Streptococcus thermophilus EPS tretiminin arttinimasi Endojenik CRISPR/Cas9 (Il-A)  [10]
Lactobacillus casei Delesyonlarve gen insersiyonlari olusturmak Ekzojenik- SpyCas9P104 [31]
Lactobacillus crispatus _Plazm_ld temelli yeniden programlag_m_lgt|p_1_-E 5|s:tem| lle Endojenik Cascade-Cas3 [20]
insersiyon, delesyon ve tek baz degdisimlerinin saglanmasi
Lactqbacnﬁusp,'antamm, Lactobacillus  RecE/T yardiml CR\?F.’R-C.asQ ile tek gen delesyonlariya da Ekzojenik- spyCas9 [35]
brevis kromozomal gen degigimleri
Cas8 yardimh dsDNA ve ssDNA rekombinasyonuile gen
Lactobacillus plantarum susturma, insersiyon ve nokta mutasyonlar. Bu yéntemle N- Ekzojenik- spyCas9 [44]
asetilglukozamin Gretimi (GlcNAc)
. . Cas? diizenleme araci ile birlestirilimis ssDNA rekombinasyonu —
Lactobacillus reuteri ile yuksek etkinlikte rekombinant segimine olanak saglanir Elkzojenik- spyCas9 [9.32]
Streptococcus thermophilus 8. kb-1 92 kb. ara5|r_1dak| genpmlk ada delesyonlariigin tip2-A Endojenik sth3Cas9 [45]
sistemi yeniden dizenlenmistir
Lactococcus lactis MG1363 pLABTarget Ekzojenik- spyCas9 [35]
Clostridium tyrobutyricum n-btanol Gretimi Endojenik tip 1-B sistemi [12]
Lactobacillus rhamonosus spaCBA adezyon 6zelliginin arastinimasi CRISPR/Cas8 [12]
Lactococcus lactis Nokta mutasyonu, upp ve galK genleri CRISPR/Cas8 [37]
Probiyotik bakteriler Mukozal ya da agizdan asi sgRNA ve donor DNA iceren [10, 20]

Cas9 plazmidi

SONUG

CRISPR/Cas sisteminin gelistiriimesi her alanda yeni
denemelere ve uygulamalara olanak saglamaktadir. Bu
sistemlerin, LAB ile olusturulacak biyoteknoloji ve
genetik muhendisligi alanindaki uygulamalarda yerini
alabilmesi icin pek ¢ok calisma yapilmaktadir. LAB’ta
CRISPR/Cas sisteminin kullanimi, endistride Grln
ozelliginin arttirlmasinin yani sira “farkli bir kullanim igin
yeniden tasarlama” seklinde de olmaktadir. Ancak,
CRISPR/Cas sistemi ile yeni nesil ve yeni 6zelliklere
sahip endustriyel suslar gelistirilirken, hala Cas9
ozgulligundeki eksiklik nedeniyle hedeflenen genomik
bdlgenin haricinde, istenmeyen hedef disi DNA
bolgelerinin kesime ugramasi ve etik problemler, her
alanda oldugu gibi bu alanda da sistemin kisitlayicihigini
olusturabilmektedir. Yine de c¢alismalar arttikga bu
problemler de ¢6ziime ulasacaktir.
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